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Abstract 

A multi-layered, chemical analysis material for analysis of an aqueous liquid, 
which comprises in one embodiment (a) a light-transmitting, water- 
impermeable support having provided thereon in sequence (b) a reagent layer 
and (c) a porous, sample-spreading layer, with (i) the reagent layer (b) 
containing a lake dye precursor dispersed in a hydrophilic binder, (ii) urease 
incorporated in the reagent layer (b) or in a layer adjacent the reagent layer 
(b), and (iii) a lake forming metal salt or lake forming metal oxide, which does 
not substantially inhibit the activity of urease, incorporated in the reagent layer 
(b) or in a layer adjacent the reagent layer (b) or a lake forming metal salt or 
oxide incorporated in a layer adjacent the reagent layer (b); and in a second 
embodiment the chemical analysis material includes (d) a radiation-blocking 
layer interposed between said reagent layer (b) and said porous, sample- 
spreading layer (c). 
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Patentanspriiche 


1) Mehrschichtiges chemisches Analysenmaterial fur die 
Analyse von wafirigen Fliissigkeiten, bestehend aus 

(a) einem lichtdurchlassigen wa s s e run dur ch 1 a s s i gen 
Trager, der darauf auf einanderf olgend ausgebildet 
hat 

(b) eine Reagenzschicht und 

(c) eine porose Probeausbreitungsschicht , wobei 

(i) die Reagenzschicht (b) einen in einem hydro- 
philen Binder dispergierten Farblackvorlauf er ent- 
halt, 

(ii) Urease in der Reagenzschicht (b) Oder in einer 
an die Reagenzschicht (b) anstoflenden Schicht ein- 
verleibt ist und 
(iii) ein Metallsalz zur Bildung eines Farblackes 
oder ein Metalloxid zur Bildung eines Farblackes, 
welche praktisch die Aktivitat der Urease nicht 
hernmen, in die Reagenzschicht (b) oder in eine an 
diese Reagenzschicht (b) anstoliende Schicht einver- 
leibt ist oder ein Metallsalz oder Metalloxid zur 
Ausbildung des Farbstoffes in eine Schicht anstoflend 
an die Reagenzschicht (b) einverleibt ist. 

2) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet , dafl das Analysenmaterial weiterhin 

(d) eine Strahlungsblockierungsschicht enthalt, die 
zwischen der Reagenzschicht (b) und der porosen Probeausbrei- 
tungsschicht (c) zvischengeschichtet ist. 

3) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 od r 2, 
dadurch gekennz ichnet, daB die vaBrige Fliissigkeit aus iner 
Harnstoff enthaltenden Fliissigkeit b st ht. 
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4) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB die waBrige Fliissigkeit aus Blut, 
Urin, Spinalf liissigkeit , Saliva Oder anderen Korperf liissig- 
keiten besteht. 

5) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet, daB der lichtdurchlassige wasser 
undurchlassige Trager aus einem synthetischen Harzfilm, ei- 
nem Film aus regenerierter Cellulose oder einer Glasplatte 
besteht. 

6) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet, daB die porbse Probeausbreitungs 
schicht aus einer Schicht aus einem Tuch besteht, welches 
aus natiirlichen Fasern, synthetischen Fasern oder Gemischen 
hiervon aufgebaut ist. 

7) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 6 t da- 
durch gekennzeichnet, daB das Tuch einer Behandlung unter- 
worfen wurde, urn es hydrophil zu machen. 

8) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 
5, dadurch gekennzeichnet, daB die porbse Probeausbreitungs 
schicht aus einer Schicht eiries nicht-f asrigen isotropen 
porbsen Materials besteht. 

9) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet, daB die waBrige Fliissigkeit aus 
Gesamtblut, Blutserum oder Blutplasma besteht. 

10) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

9, dadurch gekennzeichnet, daB der Farblackvorlauf er aus ei 
ner Verbindung mit dem Gehalt einer zur Wechselwirkung mit 
dnem Metall fahigen Verbindung besteht. 

11) Chemisch s Analysenmat rial nach Anspruch 10, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Farblackvorlauf er aus einer 
Verbindung mit ein r od r mehrer n Grupp n -OH, -SH, C=0, 
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C = S, =N-R, vorin R eine organische Gruppe bedeutet, und 
-NII 2 bestetit. 

12) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

11, dadurch gekennzeichnet, daB der Farblackvorlauf er aus 
Hamatoxylin, Brazilin, Dithizon, Diphenylcarbazid, Oxin, 
Rubeansaure, Formaldoxin, Dimethylglyoxim, Alizarin Oder 
Natriumrhodinat besteht . 

13) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

12, dadurch gekennzeichnet, daft der Farblackvorlauf er aus 
Hamatoxylin besteht • 

14) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

13 * dadurch gekennzeichnet, dafi das Material so aufgebaut ist, 
daB die Farbreaktion in dem chemischen Analysenmaterial bei 
einem pll-Wert von etva 6,5 Oder hoher erfolgt. 

15) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 
14, dadurch gekennzeichnet, daft der hydrophile Binder aus 
einem wasserloslichen hochmolekularen Polymeren besteht. 

16) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 15, da- 
durch gekennzeichnet, daB das hochmolekulare Polymere aus 
einem wasserloslichen Protein, einem pflanzlichen Gummi oder 
einem synthetischen Polymeren besteht. 

17) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, daB das Material zusatzlich in 
der Reagenzschicht oder in einer weiteren Schicht hiervon 
mindestens einen Stabilisator und einen Puffer enthalt. 

18) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 1 bis 

17, dadurch gekennzeichnet, daB das Metallsalz zur Bildung 
des Farblackes oder das Metalloxid zur Bildung des Farblackes 
aus einem Salz oder Oxid eines Metalles der Gruppen IIA, IIB, 
IIIB, IVA, IVB, VIA, VIIA oder VIII des Periodensystems besteht 
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19) Chemisches Analysenmater ial nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet , daB die vaflrige Fliissigkeit aus einer 
harnstof fhaltigen Fliissigkeit besteht. 

20) Chemisches Analysenraaterial nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die waBrige Fliissigkeit aus Blut, 
Urin, Spinalf liissigkeit , Saliva oder einer a.nderen Korper- 
fliissigkeit besteht. 

21) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB der lichtdurchlassige wasserun- 
durchlassige Trager aus einem synthetischen Harzfilm, einera 
Film aus regenerierter Cellulose oder einer Glasplatte be- 
steht, 

22) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, dafl die porose Probeausbreitungsschicht 
aus einer Schicht eines aus natiirlichen Fasern, synthetischen 
Fasern oder Gemischen hiervon aufgebauten Tuches besteht. 

23) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 22, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Tuch einer Behandlung, urn es 
hydrophil zu machen, unterworfen vorden ist. 

24) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB die porose Probeausbreitungsschicht 
aus einer Schicht eines nicht-f aserf ormigen isotropen poro- 
sen Materials besteht. 

25) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB die waBrige Fliissigkeit aus Gesamt- 
blut, Blutserum oder Blutplasma besteht. 

26) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, dafl d r Farblackvorlauf r aus einer 
Verbindung mit dem Gehalt einer zur Wechselwirkung rait einem 
Metall fahigen Verbindung b st ht. 
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27) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 26, da- 
durch gekennzeichnet, daft der Farblackvorlauf er aus einer 
Verbindung mit einer oder mehreren Gruppen -OH, -SH, C=0, 
C=S, =N-R, worin R eine organische Gruppe bedeutet) und 

-NII 2 besteht. 

28) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft der Farblackvorlauf er aus Hamatoxy- 
lin, Brazilin, Dithizon, Diphenylcarbazid, Oxin, Rubeansaure, 
Formaldoxim, Dimethylglyoxim, Alizarin oder Natriumrhodinat 
besteht. 

29) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft der Farblackvorlauf er aus Hamatoxy- 
lin besteht* 

30) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Material einen solchen Aufbau 
hat, daft eine Farbreaktion in dem chemischen Analysenmaterial 
bei einem pH-Wert von etwa 6,5 oder hoher erfolgt. 

31) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft der hydrophile Binder aus einem 
wasserloslichen hochmolekularen Polymer en besteht. 

32) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 31, 
dadurch gekennzeichnet, daft das hochmolekulare Polymere aus 
einem wasserloslichen Protein, einem pflanzlichen Gummi 
oder einem synthetischen Polymeren besteht. 

33) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Material zusatzlich in der 
Reagenzschicht oder in einer weiteren Schicht hiervon minde- 
stens einen Stabilisator und einen Puffer enthalt. 
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34) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet , daft das Metallscilz zur Bildung des 
Farblacks Oder das Metalloxid zur Bildung des Farblacks aus 
einem Salz Oder Oxid eines Metalls der Gruppen IIA, IIB, 
IIIB, IVA, IVB, VIA, VIIA oder VIII des Per iodensystems 
besteht. 

35) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Material in der Reihenfolge von 
dem lichtdurchlassigen wasserundurchlassigen Trager eine 
Reagenzschicht mit dem Gehalt des Farblackvorlauf ers , Urease, 
eines Metallsalzes oder Oxides zur Ausbildung des Farblackes 
und ein Puf f erungsmittel , eine Strahlungsblockierungsschicht 
und die porbse Probeausbreitungsschicht enthalt. 

36) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Material in der Reihenfolge von 
dem lichtdurchlassigen wasserundurchlassigen Trager eine 
Schicht aus dem Metallsalz oder Oxid zur Farblackausbildung, 
die Reagenzschicht mit dem Gehalt eines Farblackvorlauf ers 
und Urease, die Strahlungsblockierungsschicht und die poro- 
sen Probeausbreitungsschicht enthalt. 

37) Chemisches Analysenmaterial nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daft das Material in der Reihenfolge von 
dem lichtdurchlassigen wasserundurchlassigen Trager eine 
Schicht eines Metallsalzes oder Oxides zur Farblackausbildung, 
die Reagenzschicht mit dem Gehalt eines Farblackvorlauf ers 
und Urease und die porose Probeausbreitungsschicht enthalt, 
wobei die porose Probeausbreitungsschicht . gleichf alls zur 
Blockierung von Strahlung fahig ist. 

38) Mehrschichtiges chemisches Analysenmaterial zur 
Analyse einer wallrigen Fliissigkeit, bestehend aus 

(a) einem lichtdurchlassigen wasserundurchlassigen 

Trager, welcher hierauf auf einanderf olg nd ausge- 
bildet hat 
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(b) eine Iieagenzschicht mit einem zur Ausbildung 
eines Farblacks fahigen System und 

(c) eine porose Probeausbreitungsschicht , 

wobei die Reagenzschicht (b) und die porose Pi 
beausbreitungsschicht (c) hydrophil sind. 
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Mehrschichtiges chemisches Analysenmaterial 
zur Analyse wafJriger Fliissigkeiten 


Die Erfindung betrifft ein mehrschichtiges chemisches 
Analysenmaterial zur Anwendung bei der Analyse von waflrigen 
Fliissigkeitsproben zur Bestimmung spezifischer darin ent- 
haltener Bestandteile. Das chemische Analysenmaterial besteht 
aus einem Trager, einer Reagenzschicht und einer Probeaus- 
breitungsschicht oder es besteht aus einem Trager, einer Re- 
agenzschicht, einer Strahlungsblockierungsschicht und einer 
Probeausbreitungsschicht. Insbesondere ist im chemischen Ana- 
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lysenmaterial in der Reagenzschicht ein Farblackvorlauf er 
in einem hydrophilen Binder dispergiert, Urease ist in der 
Reagenzschicht oder in einer hieran anstolienden Schicht vor- 
handen und ein f arblackbildendes Metallsalz oder farblack- 
bildendes Metalloxid, welches praktisch die Aktivitat der 
Urease nicht hemmt, ist in die Reagenzschicht oder in eine 
Schicht anstofJend hierzu einverleibt oder eine das farblack- 
bildende Metallsalz oder f arblackbildende Metalloxid ent- 
haltende Schicht ist unabhangig anstoftend an die Reagenz- 
schicht ausgebildet. 

Als mehrschichtige chemische Analysenmaterialien (Bahn- 
form), velche die Analyse durch Trockenverf ahren erlauben, 
sind diejenigen, welche einen Trager mit einer darauf aufein- 
anderfolgend aufgebauten einschichtigen oder doppelschichti- 
gen Reagenzschicht und eine nicht-faserf ormige isotrope Probe- 
ausbreitungsschicht umfassen, bekannt und beispielsweise 

in der japanischen Patentverof f entlichung 33800/74 entsprechend 
der US-Patentschrift 3 630 957, der japanischen Patentverof- 
fentlichung 53888/74 entsprechend der US-Patentschrift 
3 992 158, 137192/75 entsprechend der US-Patentschrift 
3 977 568, 40191/76 entsprechend der US-Patentschrift 4 042 335, 
3488/77 entsprechend der US-Patentschrift 4 066 403, 89796/78 
entsprechend der US-Patentschrift 4 069 017 und 131089/78 ent- 
sprechend der US-Patentschrift 4 144 306 beschrieben. Falls ei- 
ne waftrige Flussigkeitsprobe auf die Probeausbreitungsschicht 
dieser Materialien aufgetragen wird, wandert die vafirige Flus- 
sigkeitsprobe in die Reagenzschicht unter einheitlicher Kon- 
zentration und verursacht dort das Auftreten einer Farbbildungs- 
reaktion. Die auftretenden Anderungen der Farbdichte ermog- 
lichen, die Konzentration oder das Niveau bestimmter Bestand- 
teile in der waBrigen Flussigkeitsprobe zu bestimmen. 

Zur Bestimmung einer bestimmten Eomponente in einer 
waBrigen Flussigkeit kann sehr haufig ein inziges Reagenz fiir 
di chemische Analys nicht angewandt werden und in zahlreichen 
Fallen werden mehrer Reagenzien in Kombination verwendet. Bei- 
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spielsweise wird zur Bestimmung des Harnstoffes im Blut eine 
direkte Bestimmung des Harnstoffes mit einem einzigen Reagenz 
gewohnlich nicht angewandt. Im allgemeinen wird Harnstoff 
durch einige Stuf enreakt ionen bestimmt. Beispielsweise wird 
Harnstoff zunachst enzymatisch mit einem ersten Reagenz, Urease, 
unter Bildung von Ammoniak zersetzt und das Ammoniak wird wie- 
derum in Kontakt mit einem zweiten Reagenz,beispielsweise einem 
pH-Indikator oder einem Gemisch aus einem Diazoniumsalz und ei- 
nem Kuppler gebracht, so dafi eventuell die Anwesenheit des Harn- 
stoffes durch das Farbausbildungssystem bestimmt wird* 

Mehrschichtige Analysenblatter unter Anwendung einer Viel- 
zahl von Reagenzien fur eine mehrstufige Reaktion, wie vorste- 
hend beschrieben, umfassen solche, worin samtliche notwendigen 
Reagenzien in eine einzige Reagenzschicht einverleibt werden 
konnen, und solche, wo die Reagenzien ublicherweise in ein pri- 
mares Reagenz- und ein sekundares Reagenz in Abhangigkeit von der 
Reihenfolge der Reaktionen unterteilt sind, wobei jedes Reagenz 
in eine Reagenzschicht einverleibt ist oder eine unterschied- 
liche Reagenzschicht bildet. 

Dariiberhinaus haben die mehrschichtigen chemischen Analy- 
senblatter, wie sie in der US-Patentschrif t 3 Oil 874 und der 
japanischen Patentanmeldung 3488/77 beschrieben sind, eine kom- 
plizierte mehrschichtige Struktur, wobei die Reagenzien ge- 
trennt in zwei Schichten einverleibt sind, wobei eine Reagenz- 
schicht unter Anwendung eines hydrophoben Binders ausgebildet 
ist oder mit einer hydrophoben Membrane zum Schutz gegeniiber 
dem Eindringen von Wasser bedeckt ist. Somit sind die Reaktio- 
nen zur Bestimmung einer Komponente in einer waBrigen Fliis- 
sigkeitsprobe klar in zwei Stuf en unterteilt, namlich erstens 
die waBrige Reaktion und dann die nicht-waBrige Reaktion. 

Mehrschichtige chemische Analysenblatter mit dem vor- 
stehend geschilderten mehrschichtigen Aufbau werd n allgemein 
durch Wiederholung der Stufen des Aufziehens einer hydrophilen 
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Binderschicht auf eine hydrophobe Binderschicht hergestellt. 
Dadurch ergibt sich haufig eine Abschichtung auf Grund der 
schwachen Haftung zwischen den beiden Schichten. Infolgedes- 
sen wird in der Praxis mindestens eine Klebschicht, die als 
Grund ierscb.ich.t oder als Zwischenschicht bezeichnet wird, 

auf der hydrophilen Binderschicht ausgebildet, worauf darauf 
die hydrophile Binderschicht ausgebildet wird. Urn s omit eine 
Reagenzschicht in Form von zwei Schichten auszubilden, namlich 
einer hydrophoben Schicht und einer hydrophilen Schicht, sind 
Herstellungsstuf en erf orderlich , die ziemlich kompliziert sind. 

Bei einem Analyseverf ahren zur Bestimmung einer spezi- 
fischen Komponente in einer waBrigen Losungsprobe, bei der 
eine Mehrzahl von in zwei oder mehr Gruppen unterteilten Rea- 
genzien erf orderlich ist und eine Gruppe der Reagenzien in 
einer hydrophilen Umgebung und die andere Gruppe der Reagenzien 
in einer nicht-waBrigen Umgebung reagieren, werden bei den iib- 
lichen bekannten Verfahren mehrschichtige chemische Analysen- 
materialien mit einem komplizierten Aufbau angewandt, wobei 
die Reagenzien getrennt in eine hydrophile Binderschicht und 
eine hydrophobe Binderschicht einverleibt sind. Andererseits 
hat bei dem mehrschichtigen chemischen Analysenmaterial gemaB 
der Erfindung zur Analyse einer waBrigen Fliissigkeitsprobe 
die Reagenzschicht des Analysenmaterials eine einschichtige 
oder mehrschichtige Struktur, die durch einen hydrophilen 
Binder getragen wird. Dadurch werden das Aufziehen und infol- 
gedessen die Herstellungsstuf en vereinfacht. 

Eine Aufgabe der Erfindung besteht in mehrschichtigen 
chemischen Analysenmaterialien zur Analyse von waBrigen Fliis- 
sigkeiten, welche in einer Ausf iihrungsf orm 

(a) einen lichtdurchlassigen, wasserundurchlassig n 
Trager mit darauf auf einanderf olgend ausgebildet 

(b) einer Reagenzschicht und 

(c) einer porbsen Probeausbreitungsschicht umfaBt, 


wobei 
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die Reagenzschicht (b) den in einem hydrophilen 
Binder dispergierten Farblackvorlauf er enthalt, 
Urease in die Reagenzschicht (b) oder in eine an 
die Reagenzschicht (b) anstoBende Schicht einver- 
leibt ist und 

ein f arblackbildendes Metallsalz oder ein farblack- 
bildendes Metalloxid, welches praktisch die Aktivi- 
tat der Urease nicht hemmt, in die Reagenzschicht (b) 
oder in eine an die Reagenzschicht (b) anstofJende 
Schicht einverleibt ist oder ein f arblackbildendes 
Metallsalz oder ein f arblackbildendes Metalloxid in 
eine an die Reagenzschicht (b) anstoBende Schicht 
einverleibt ist. 

In einer weiteren Ausf iihrungsf orm der Erfindung liefert 
die Erfindung ein chemisches Analysenmaterial, wie vorstehend 
beschrieben, welches zusatzlich 

(d) eine Strahlungsblockierungsschicht enthalt, die 

zwischen der Reagenzschicht (b) und der porosen Pro- 
beausbreitungsschicht (c) ZAvischengeschichtet ist. 

In den Zeichnungen stellen 

die Fig. 1 bis 3 schematische Ansichten dar, die Schich- 
tungsstrukturen spezif ischer Beispiele der mehrschichtigen 
chemischen Analysenmaterialien gemaB der Erfindung zur Anwen- 
dung bei der Analyse von vaBrigen Fliissigkeiten zeigen. 

Ira Rahmen der Beschreibung der Erfindung im einzelnen 
vereinfacht die praktisch einschichtige Struktur der Reagenz- 
schicht des chemischen Analysenmaterials gemaB der Erfindung 
in der vorstehenden Weise die Oberzugsstuf e im Vergleich zu 
derjenigen fur iibliche mehrschichtige Materialien und, da 
ein waflriges l)b rziehen ermoglicht wird, werden die Herstel- 
lungskosten verringert und es vird eine ausgezeichnete Sicher- 
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heit erzielt. Ferner wird das Verblassen, das bei den iib- 
lichen Materialien erfolgt und einen ernsthaften Fehler bei 
den ublichen Feststellungsverfahren unter Anwendung eines 
pH-Indikators darstellt, bei dem chemischen Analysenmaterial 
gemaB der Erfindung vermieden Oder markant verringert. Es 
wird eine Farbe, die sich ira Verlauf der Zeit nicht andert 
und eine ausgezeichnete Lichtverblassungsbestandigkeit bei 
einem stabilen Farbton in dera chemischen Analysenmaterial ge- 
maB der Erfindung erzielt. Somit wird ein stabiles Analysen- 
verhalten mit hoher Genauigkeit unter Anwendung dieses Mate- 
rials erreicht. Das chemische Analysenmaterial gemaB der Er- 
findung ist besonders zur Behandlung mit groflen Mengen ge- 
eignet. 

Das mehrschichtige chemische Analysenmaterial gemaB der 
vorliegenden Erfindung zur Anwendung bei der Analyse von wali- 
rigen Fliissigkeiten wird zur Analyse von Fliissigkeitsproben 
verwendet, insbesondere von Harnstoff in Korperf lussigkeiten. 
Korperf lussigkeiten wie Blut, Urin, Spinalf liissigkeit , Saliva 
und dergleichen, werden iiblicherweise einer Analyse unterwor- 
f en und das mehrschichtige chemische Analysenmaterial gemaB 
der Erfindung ist wertvoll zur Analyse dieser samtlichen Fliis- 
sigkeiten. Von diesen Korperf lussigkeiten ist die Analyse des 
Bluts besonders wichtig. Der Blutharnstof f stickstof f (BUN) 
wird haufig als Diagnosewert zur Prufung der Renalf unktion an- 
gewandt. 

ttbliche Verfahren wurden bereits entwickelt und in di 
Praxis zur Bestimmung von BUN eingefiihrt, Jedoch sind bei di - 
sen Verfahren die zu analysierenden Fliissigkeiten in zahlr icher 
Fallen Blutserum oder Blutplasma, wobei die Umsetzung in v r- 
diinnter Losung durchgef iihrt wird. 

Das Verfahren unter Anwendung des mehrschichtigen chemi- 
schen Analys nmat rials gemaB der Erfindung zur Analys waB- 
rig r Flussigk it n rf rdert k in rlei Verdiinnungsmittel $ d.h. 
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es laBt sich als Trockenchemie bezeichnen, und stellt ein 
Mitt 1 zur Analyse - einer wafirigen Flussigkeit mit extrem 
hoher Genauigkeit dar. 

Das chemische Analysenmaterial gemafi der Erfindung 
kann zur Analyse nicht nur von Blutserum oder Plasma, sondern 
auch von Gesatntblut als Flussigkeit fur die direkte Analyse 
durch Kombination der in der Japanischen Patentanmeldung 
83608/79 entsprechend der US-Pat entanraeldung Serial No. 
165 444 vom 2.Juli 1980 dar, wobei auf die Beschreibung die- 
ser Anmeldung hier besonders Bezug genommen wird. Falls das 
Gesamtblut als Fliissigkeit analysiert wird, sind die Bestim- 
mungsverfahren exakt die gleichen wie im Fall der Analyse von 
Blutserum oder Plasma und es ist einzig erf orderlich, dafl ei- 
ne geringe Menge, beispielsweise 5 bis 20 /xl des Gesamt- 
blutes als Fleck auf das chemische Analysenmaterial gegeben 
wird. Verfahren zur Entfernung der Erythrozyten, wie Waschen 
oder Abwischen nach dera Auftropfen des Gesamtblutes , die als 
notwendig hinsichtlich der Analysenf lecken vom Testpapiertyp 
betrachtet warden, sind uberhaupt nicht bei dem chemischen 
Analysenmaterial gemafi der vorliegenden Erfindung notwendig. 

Bei der Bestimmung des Niveaus von Harnstoff in Korper- 
f lussigkeiten, insbesondere Blut, wurde bisher ein pll-Indi- 
kator verwendet und die Anderung des pH-Werts nach der Zer- 
setzung des Harnstoffes zu Ammoniak durch die Urease wurde 
f estgestellt . In diesem Fall entweicht jedoch das gebildete 
Ammoniak aus dem System auf Grund von Verdampfung oder der- 
gleichen, wo durch ein Verb las sen oder Verschwinden der ange- 
zeigten Farbe auftritt. Dies macht eine genaue Bestimmung 
des Harnstoffs schwierig. 

Durch das chemische Analysenmaterial gemafi der Erfindung 
wird das vorstehende Problem gelost. Im Fall der Anwendung 
von b ispielsw is Hamatoxylin als Farblackv rlaufer tritt 
eine Anderung vom farbl sen Zustand zu inera rotlich-viol tten 
Zustand auf Grund d r Einwirkung des Alkalis auf, j doch v r- 
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blalit, falls es als solches gehalten wird, die dabei ge- 
bildete Farbe allmahlich. Falls jedoch wirksam eine Oxida- 
tionsreaktion parallel stattfindet, wird rotes Ilamatein 
gebildet. In diesem Fall wird bei Anwesenheit eines hier 
angegebenen Metallsalzes , wie Eisen-Natriumathylendiamin- 
tetraacetat (EDTA* Fe(III) *Na) Oder dergleichen ein blau- 
violetter Farblack gebildet • Die Farbe dieses Farblackes uer- 
schwindet nicht und inf olgedessen kann das Harnstoff niveau ge- 
nau gemessen werden. Da ferner der einmal gebildete Farbstoff 
bei Anwendung des chemischen Analysenmaterials gemaB der Er- 
findung unloslich ist, wird die sogenannte Ringbildungserschei- 
nung gesteuert und dadurch die Genauigkeit verbessert. 

Geeignete lichtdurchlassige und wasserundurchlassige 
Trager fiir das mehrschichtige chemische Analysenmaterial , wel- 
ches zur Analyse von wafXrigen Fliissigkeiten verwendet werden 
kann, umfassen bekannte Trager mit einer Starke von etwa 50 fXm 
bis etwa 2 mm, vorzugsweise 80 bis 300 jLxm. Ein derartiger Tra- 
ger wird als lichtdurchlassig betrachtet, falls er fur sicht- 
bares und nahes ultraviolettes Licht transparent ist, bei- 
spielsweise mit einer Wellenlange von etwa 290 mm bis 400 mm. 
Geeignete Beispiele umfassen synthetische Harzfilme wie Poly- 
ester und Polycarbonate z.B. Polyathylenterephthalat oder Poly- 
carbonate von Bisphenol A, Celluloseester z.B. Cellulosedi- 
acetat, Cellulosetriacetat , Celluloseacetatpropionat und der- 
gleichen, Polymethylmethacrylat und dergleichen, regenerierte 
Cellulose und Glasplatten. Bei hydrophoben Tragern, welche 
eine unzureichende Haftung mit dem hydrophilen Binder der Re- 
agenzschicht zeigen, konnen bekannte Hi If sbehandlungeri, um 
die Trageroberf lache hydrophil zu machen, angewandt werden, 
beispielsweise Bestrahlung mit Ultraviolettlicht , Bestrahlung 
rait Elektronenstrahlen, Flammbehandlung, Hydrolyse mit Alkali 
und dergleichen, Ausbildung einer Unteriiberzugsschicht aus 
einem Material, welches eine geeignete Haftung sowohl am Tra- 
ger als auch am hydrophil n Binder der Reagenzschicht besitzt, 
auf der Oberflache des Tragers und Ausbildung von feinen Un- 
gleichmaBigkeiten auf der Trageroberf lache zu solchem Ausmafi, 
daB die Lichtdurchlassigkeitseigenschaf ten nicht ernsthaft ver- 
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ringert werden, z.B. Kornung, elektrolytische Atzung und der- 
gleichen. Ferner sind venvendbare geeignete lichtdurchlassige 
wasserundurchlassige Trager solche Trager, die durch vorher- 
gehendes Aufziehen einer atzenden Polymerschicht auf die vor- 
stehend beschriebenen Trager hergestellt wurdeno Im allge- 
meinen werden farblose transparente Trager verwendet. Um je- 
doch die Deobachtung oder Messung der Farbungs- oder Entfar- 
bungsreaktion in der Reagenzschicht zu erleichtern und den Kbn- 
trast zwecks Verbesserung der Genauigkeit der Beobachtung oder 
Messung zu erhohen, kbnnen auch gefarbte transparente Trager 
in den chemischen Analysenmaterialien gemaB der Erfindung ein- 
gesetzt werden. 

Geeignete porose Probeausbreitungsschichten 9 die in dem 
mehrschichtigen chemischen Analysenmaterial gemaB der Erfin- 
dung verwendet werden kbnnen, umfasseo Tiicher, vorzugsweise 
solche, die einer Behandiung unterworfen wurden, urn sie hydro- 
phii zu machen. Beispiele fiir hydrophii gemachte Tiicher um- 
fassen ausreichend durch Vasche und anschiieBende Trocknung 
entf ettete Tiicher und nach der Entf etiung durch V/asche mit ge- 
ringen Mengen eines oberf lachenaktiven Mittels, eines Be- 
netzungsmittels und eines hydrophileo Polymeremi^ weiche ge- 
gebenenfalls TiOg oder BaSO^ als feioe Pulvor darin disper- 
giert darin enthalten, impragniert vmrden. Die Verfahren und 
zur Anwendung geeigneten Tiicher, ma die Tiicher hydrophii als 
porose Probeausbreitungsschicht su machen, simd im einzelnen 
in der Japanischen Patentanmelduog 72047/79 emitspreehend der 
US-Patentanmeldung Serial No. 157 735 votn 9o Juki! 1980 foe- 
schrieben, auf die hier besonders Besug geraommen wird und die 
hier ebenfalls angewandt werden koraneno Die porose Probeaus- 
breitungsschicht kann eine Starke von etwa 80 /-Am bis etwa 
1 nun, vorzugsweise etwa 100 y-m bis 400 /-fi.m 9 angegeben als 
Starke, nachdem sie hydrophii geniacht ist und natiirlich ge- 
trocknet ist, betragen. Ferner kbnneo die verwendbaren Tiicher 
* gewirkt oder gewebt sein und geeignete Beispiele fiir verwend- 
bare Tiicher urafassen Tiicher, die aus Naturfasern aufgebaut 
sind, Tiicher aus Mischgarnezn aus Natorfasern ussd syntfoetischen 
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Polymeren und Tiicher, die aus synthetischen Polymeren auf- 
gebaut sind. 

Falls die porose Probeausbreitungsschiclit ein hydro- 
phil gemachtes Tuch umfalit, kann die Probeausbreitungsschiclit 
durch Verbinden des hydrophilen Tuches mit der Reagenzschicht 
ausgebildet werden. 

Verfahren zura Verbinden des hydrophilen Tuches mit der 
Reagenzschicht, die angewandt verden konnen, umfassen ein Ver- 
fahren zur engen Kontaktierung des hydrophilen Tuches mit 
der Oberflache der Reagenzschicht, wahrend die Reagenzschicht 
halbgetrocknet ist oder wahrend die Oberflache der Reagenz- 
schicht mit Wasser oder mit ein oberf lachenaktives Mittel wie 
ein nicht-ionisches oberf lachenaktives Mittel enthaltendem 
Wasser f eucht ist und erf orderlichenf alls Anwendung eines 
geeigneten Druckes an die Anordnung, so dafl die Eigenschaf- 
ten des hydrophilen Binderpolyrneren der Reagenzschicht aus- 
geniitzt werden. Als Alternativverf ahren zur Verbindung des 
hydrophilen Tuches mit der Reagenzschicht. konnen ein Verfah- 
ren unter Anwendung eines Klebstoffes, durch den eine waftri- 
ge Flussigkeitsprobe hindurchgchen kann, und ein Verfahren 
zur Ausbildung einer Klebstof f schicht , durch die eine waliri- 
ge Fliissigkeitsprobe hindurchgehen kann, wie nachfolgend be- 
schrieben, auf der Reagenzschicht angewandt werden. 

Ferner konnen nicht-f aserf orntige isotrope porose Ma- 
terialmen, wie in der japanischen Patentanmeldung 53888/74, 
137192/75 und dergleichen beschrieben, gleichfalls als poro- 
se Probeausbreitungsschiclit verwendet werden. 

Bei der Analyse von Biut als der mit dem mehrschichti- 
gen chemischen Analysenmaterial gemaft der Erfindung zu ana- 
lysierenden Flussigkeit konnen sowohl Gesamtblut als audi Blut 
serum und Blutplasma verwendet werden, wenn die porose Probe- 
ausbr itungsschicht durch eine Schicht gebildet wird, welche 
hydrophil gemacht wurde. Wenn jedoch die porose Probeausbrei- 
tungsschiclit aus einem nicht-f asrigen isotropen Material ge- 
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fertigt ist, konnen lediglich Blutserum und Blutplasma ver- 
wendet werden und dieses Material ist fiir die Analyse von 
Gesamtblut nicht geeignet. 

Die in die Reagenzschicht des mehrschichtigen chemi- 
schen Analysenmaterials gemaft der Erfindung einverleibten 
Farblackvorlauf er umfassen Verbindungen, welche irreversibel 
einen Farbstoff in gemeinsamer Anwesenheit eines farblack- 
bildenden Metallsalzes oder f arblackbildenden Metalloxides 
unter ammoniakalisch alkalischen Bedingungen bilden. 

Diese Farblackvorlauf er sind solche Verbindungen, die 
zur Wechselwirkung mit Metallen fahig sind, vie Gruppen -OH, 
-SH und/oder C=0, C=S, =N-R, vorin R eine organische Gruppe 
ist, -NH 2 und dergleichen in ihrer Struktur vor der Umsetzung 
mit dem Ammoniak oder solche, welche nach der Umsetzung mit 
Ammoniak, wobei erf orderlichenf alls Sauerstoff vorliegt, eine 
Stiuktur bilden, die die vorstehend aufgefuhrten reaktions- 
fahigen Gruppen enthalt. 

Beispiele fiir im Rahmen der Erfindung besonders gunsti- 
ge Farblackvorlauf er umfassen solche, die im wesentlichen 
die Aktivitat des Ammoniak f reisetzenden Ensyms Urease im Ver- 
lauf des Vermischens, des Aufziehens und der Trocknungsstu- 
fen bei gemeinsamer Anwesenheit von Urease unter Anwendung 
eines hydrophilen Polymeren als Binder nicht schadigen und 
die bei der Trocknung nicht gefarbt werden. Spezifische Bei- 
spiele fiir derartige Farblackvorlauf er umfassen Hamatoxylin, 
Brazilin, Dithizon, Diphenylcarbazid, Oxin, Rubeansaure, 
Forma ldoxim, Dimethylglyoxim, Alizarin, Natriumrhodinat und 
dergleichen. Von diesen spezifischen Beispielen von Farblack- 
vorlauf ern wird Hematoxylin besonders bevorzugto Obwohl auch 
zahlreiche andere Farbstoff vorlaufer in gemeinsamer Anwesen- 
heit eines Metallsalzes selbst in Abwesenheit von Ammoniak 
ziemlich g farbt werden, wird Hamatoxylin s lbst in gemein- 
samer Anwesenh it von Ti0 2 durch Steuerung des pH-Wertes 
nicht gefarbt, so daB dadurch die Schleierbildung auf einem 
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Minimum gelialten wird. Ferner erlaubt die ausgezeichnet e 
Vertraglichkeit des Hematoxylins mit Gelatine, einen der 
nachfolgend beschriebenen hydrophilen Binder, die Durch- 
fiihrung des waflrigen Cberziehens* Weitere Beispicle aufier 
Hematoxylin, welche wenig Farbung zeigen, umfassen Oxin, Di- 
methylglyoxim und dergleichen. Diese haben eine schlechte 
Lbslichkeit in Wasser und inf olgedessen werden sie bevorzugt 
verwendet, indem sie unter Anwendung einer Dnulgierung dis- 
pergiert werden* 

Der pH-Bereich, worin die Farbungsreaktion in dem chemi- 
schen Analysenmaterial gemafl der vorliegenden Erfindung er- 
folgt, betragt giinstigerweise etwa 6,5 oder hoher und in- 
folgedessen sind Farbstoffe mit einem Farbanderungspunkt bei 
einem pH-Wert 5 oder niedriger schwierig vom Gesichtspunkt 
der Praxis anzuwenden. 

Das mehrschichtige chemische Analysenmaterial gemafs der 
Erfindung zur Analyse vaflriger Fliissigkeiten enthalt ein 
Harnstof f zersetzungsenzym, Urease, als notvendige Komponente 
bei der Analyse von Harnstoff. Harnstoff in Korperf liissig- 
keiten wird zu Ammoniak und Kohlendioxid durch Urease zer- 
setzt. Das Prinzip der chemischen Analyse unter Anwendung 
des mehrschichtigen chemischen Analysenmaterials gemaft der 
Erfindung ist das folgende. Der Harnstoff in den Korperfliis- 
sigkeiten wird durch Ausnutzung der Farbungsreaktion zwi- 
schen dem Farblackvorlauf er und dem f arblackbildenden Metall 
bestimmt, welche entsprechend der Menge des bei der vor- 
stehenden Zersetzung des Harnstoffes mittels Urease gebiide- 
ten Ammoniaks erfolgt. Die Urease kann in die Reagenzschicht 
oder in eine hierzu anstofiende Schicht einverleibt sein. Urea- 
se kann in eine Schicht einverleibt sein, die nicht an die 
Reagenzschicht anstofit. Da jedoch, wie vorstehend f estgestellt , 
die Farbungsreaktion entsprechend der Menge des zu der Rea- 
genzschicht zugefiihrten Ammoniaks ablauft und, falls Urease 
in ein Schicht im Abstand von der Reagenzschicht einverleibt 
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wird, vird die Farbungsreaktionsv/irksamkeit 3 d.h, die Harn- 
stof f eststellungsempf indlichkeit 9 im Vergleich zu dera Fall 
verringert, vo die Urease in die Reagensschicht oder in 
eine hierzu anstofiende Schicht einverleibt ist. 

Die in dem mehrschicht igen chemischen Anaiysenmaterial 
gemufl der Erfindung vervendete Menge an Urease betragt et- 
wa 50 bis 5 000 Sumner-Einheiten , vorzugsveise 100 bis 
1 000 Sumner-Einheiten, je Gramm des Binders in der Reagenz- 
schicht oder in der hieran anstoBenden Schichto 

Deispiele fur in der Reagensschicht verwendbare hydro- 
phile Binder umfassen ? .vasser!osliche hochmolekulare Polymere 
vie wnsserlbsliche Proteine s.B. Gelatine, Albumin oder 
Collagen, pflenzliche Gummis, z.B 0 Agar-Agar, Natriumalginat 
oder Agarose, und synthetische Polymere beispielsiveise Vinyl- 
monomer-Male insaureanhydrid-Copolymere, worin das Vinylmono- 
mere nus Athylen, Propyien, Styrol, Methylmethacrylat und 
dergleichen bestehen kann, Polyvinylalkohoi, Poiyvinylpyrro- 
lidon, Polyacrylamid, Polynatriumvinylbensolsulf onat und 
dergleichen, velche zur Anvendung eines Fiimes rait dem darin 
befindlichen Reagenz vervendet vjerden konraen und welche nach 
der Trocknung zum DurchlaB einer walSrigen Losungsprobe m±t 
dem Gehalt des zu analysierenden Bestandteiles fahig sind. 
Die in R.L. Dazidson & M. Sitting,, V/ater-Soluble Resins, 
2. Auflage, Reinhold Book Corp., New York 1968 beschriebenen 
Polymeren kbnnen giinstigerweise a Is hydrophile Binder ver- 
wendet werden. 

In der Praxis werden gemaG der vorliegenden Erfindung 
verschiedene Zusatze vorzugsweise zu der Reagensschicht oder 
anderen Schichten zur Auf rechterhaltung der Aktivitat der 
Urease zugesetzt. Beispielsveise Stabilisatoren wie Athylen- 
diamintetraessigsaure (EDTA) und Verbindungen mit dem Gehalt 
einer Gruppe -SH, beispielsw ise Mercaptoathanol. Cyst in, 
Glutathion und d rgleichen und verschiedene Puffer zur Ver- 
hinderung der Schl ierbildung nach dem Aufziehen konnen wirk- 
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sara in die Reagonzschicht einverleibt werden. Bevorzugte 
Beispiele derartiger Zusatze umfasscn EDTA-Salze, Phosphate, 
Trishydroxyathylaminomethanhydrochlorid, Borate und der- 
gleichen. Das Uberziehen wird vorzugsweise durch Pufferung 
der Oberzugsmasse auf einen pll-Wert von 5 Oder hoher, star- 
ker bevorzugt 5,5 bis 5,8 durchgef iihrt . 

Die farblackbildenden Metallsalze oder f arblackbilden- 
den Metalloxide, die erf indungsgemaB verwendet werden konnen, 
umfassen Oxide oder Salze von mehrwertigen Metallen, die zur 
irreversiblen Reaktion mit den vorstehend beschriebenen Farb- 
lackvorlauf era in Gegenwart von Anunoniak unter Bildung von 
stabilen Farbstoffen mit einer starken Absorption im sicht- 
baren Dereich verwendet werden konnen. Beispiele fiir Metalle 
zur Bildung der farblackbildenden Metallsalze oder -oxide, 
die verwendet werden konnen, sind solche, die zu den Gruppen 
IIA, IIB, IIIB, IVA, IVB, VIA, VIIA und VIII des Perioden- 
systerns gehoren. 

Es ist gut bekannt, daB zahlreiche zu den vorstehend 
aufgefiihrten Gruppen gehorende Metallionen dir Aktivitat der 
Urease hemmen. Es wurde jedoch nun gefunden, daB, selbst 
wenn Salze oder Oxide, die aus den vorstehend angegebenen 
Metallen aufgebaut sind, zusammen rait Urease vorliegen oder 
wenn sie in eine anstoBende Schicht einverleibt sind, die 
Ureaseaktivitat praktisch unter bestimmten Bedingungen bei- 
behalten wird, so daB die vorliegende Erfindung erreicht 
wird. Die farblackbildenden Metallsalze oder farblackbilden- 
den Metalloxide zur Anwendung im Rahmen der Erfindung miissen 
ira wesentlichen eine geringe Hemmwirkung auf die Urease 
ausiiben oder miissen mit einem niedrigen Farbungsgrad gering- 
fiigig loslich sein und in gemeinsamer Anwesenheit von Anunoniak 
miissen sie einen Farblackf arbstof f mit einem groBen moleku- 
laren Extinktionskoef f izienten bei der Bindung mit einem Farb- 
lackvorlauf er bilden. 


Infolg ausged hnt r Unter suchungen erwi s n sich Ti0 2f 
Si0 2 , A l2°3 und ^PP lsalze hi rvon mit and ren Metallen, r- 
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ganische Sauresalze, Komplexsalze und dergleichen als wirk- 
sam im chemischen Analysenmaterial gemaB der Erfindung. 
Hiervon sind Ti0 2 , Si0 2 , EDTA-Salze und dergleichen be- 
sonders wirksam. Samtliche EDTA-Salze sind im Rahmen der 
Erfindung wirksam. Insbesondere das Fe(III)-Salz von EDTA 
ist auflerst wirksam, da ein blauer, kaum lbslicher Lack- 
farbstoff gebildet wird. 

Die Reagenzschicht wird durch Dispergierung des Farb- 
lackvorlaufers in einem hydrophilen Binder und Au-fzieheri der 
Dispersion auf den Trager ausgebildet. Der Farblackvorlauf er 
kann in einer Menge von etwa 10 bis 1 000 mg, vorzugsweise 
50 bis 500 mg, je Gramm des Binders der Reagenzschicht ange- 
wandt werden. Auflerdem enthalt die Reagenzschicht vorzugs- 
weise pll-Pufferungsmittel, welche EDTA-Salze, Phosphate, Bora- 
te und dergleichen umfassen. Diese pH-Puf f erungsmittel kbn- 
nen in Mengen von etwa 0,5 bis 50 mM hinsichtlich der Kon- 
zentration in der Oberzugslbsung angewandt werden. Erforder- 
lichenfalls konnen oberf lachenaktive Mittel, Hartungsmittel , 
Antioxidantien, Stabilisatoren, Tbnungsmittel und dergleichen 
in die Reagenzschicht ein^erleibt werden. 

Der Farblackvorlaufer kann zu der Reagenzschicht durch 
Dispergierung beispielsweise zu feinen Teilchen, durch Emul- 
gierung und durch Dispergierung der Emulsion wie einer Lb- 
sung in einem organischen Lbsungsmittel, durch Dispergierung 
beispielsweise in Form von Mikrokapseln ahnlich zu zusammen- 
gesetzten feinen Teilchen oder durch Dispergierung derselben, 
wahrend sie auf einem inerten Feststoff durch Adsorption ge- 
tragen werden, sowie durch Auflbsung wie in einer Binderlo- 
sung zugefxigt werden. Von diesen MaBnahmen sind das Verfahren 
zur Herstellung einer Lbsung in einem organischen Lbsungs- 
mittel und Eraulgierung und Dispergierung derselben in einer 
waBrigen Binder lbsung, vie im einzelnen in der japanischen 
Patentanmeldung 83608/79 beschrieben, auBerst wirksam im 
Rahmen der Erfindung. Diese MaBnahm v rhindert ine Schl i r- 
bildung beim Auf Ziehen oder Trocknen und stellt eine Farbung 
mit hoher Virksamkeit sich r. 
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Im Fall des Zusatzes eines mehrwertigen Metalloxides 
Oder Salzes zur Anwendung bei der Bildung des Farbstof f lackes 
zu der Reagenzschicht kann das Auf losungsverf ahren und das 
Dispergierverfahren angewandt warden. Das mehrwertige Metall- 
salz oder Oxid kann in Mcngen von etwa 5 bis 500 mg, voraugs- 
weise 10 bis 100 mg, je Gramin das Binders in der Reagenz- 
schicht eingesetzt werden. 

Die geeignete Trockenstarke fur die Reagenzschicht be- 
tragt etwa 1 bis 50 ju.ni, voraugsweise 5 bis SO yum. 

Das Metallsalz zur Bildung des farbstof f lackes oder 
das Metalloxid zur Bildung des Farbstof flacker wird in die 
Reagenzschicht in der vorstchenden -v'eise einverleibt und 
zusatzlich ist esauch moglich, unabhangig eine Metallsalz- 
oder Oxidschicht zur Bildung des Farbstof f lackes mit dem Ge- 
halt eines mehrwertigen Metallsa.lzes oder Oxides ansioftend 
an die Reagenzschicht auszubilden. In diesem Fall kann die 
Menge des Metallsalzes oder des Oxides zur Eildung des Farb- 
stofflackes die gleiche wie bei dar Zugabe su der Reagenz- 
schicht sein oder es kann eine -roBere Menge als dies© Menge 
angewandt werden. D.h. Mengen von etwa 10 bis 1 000 mg, vor- 
zugsweise 10 bis 100 mg, je Graraa des hydrophilen Binders 
in der Reagenzschicht konnen eingesetzt werden. Dies e Schicht 
kann auch pll-Puf f erungsmittel, oberf lachenaktive Mitt el, 
Stabilisatoren und dergleichen enthalten. Die geeignete Star- 
ke fur die Metallsalz- oder Oxidschicht zur Farblackbildung 
betragt etwa 0,5 bis 50 /urn, voraugsweise 1 bis 20 fj.m. 
Das mehrwertige Metallsalz oder Oxid kann auch getragen auf 
einem inerten Feinpulver aus Glas oder einem anorganischen 
oder organischen Material zugefiigt werden. 

Ferner kann das Metallsalz oder Oxid zur Farblackbildung 
in einer Schicht anstofieml an die Reagenzschicht vorliesren, 
wobei diese Schicht weitere Funkiionen austibt, beispielsv;«ise 
eine Strahlungsblockierungsschiehi oder eine Haf tungs schicht. 
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In dem mehrschichtigen chemischen Analysenmaterial ge- 
mali der vorliegenden Erfindung sur Analyse einer vaflrigen 
Fliissigkeit, kann eine Strahlungsblockierungsschicht zwi- 
schen* der Reagenzschicht und der porbsen Probeausbreitungs- 
schicht ausgebildet werden. Pemer kann eine Klebschicht, 
durch die eine waflrige Fliissigkeitsprobe hindurchgehen kann, 
zwischen der porosen Probeausbreitungsschicht und der Reagenz- 
schicht Oder der Strahlungsblockierungsschicht zum Zweck der 
starken Bindung der porbsen Probeausbreitungsschicht ausge- 
bildet werden. Die Strahlungsblockierungsschicht und die 
Klebschicht sind im einzelnen in den vorstehend angegebenen 
japanischen und US-Patentanmeldungen Oder -Patentschrif ten 
wiedergegeben und ira Rahmen der vorliegenden Erfindung kbn- 
nen sie zusatzlich entsprechend den dort gegebenen Anweisungen 
ausgebildet werden. 

Als Strahlungsblockierungsschicht kann eine Schicht aus 
etwa 1 fAm bis etwa 50 jum , vorzugsweise etwa 2 jutrn bis 
20 jum,Dicke, welche durch Dispergierung eines feinen weifien 
Pulvers wie TiOg-Feinpulver oder BaS0 4 -Feinpulver in einem 
hydrophilen Binderpolymeren hergestellt wurde, eine Schicht 
von etwa 2 ^lm bis etwa 50 |Uni, vorzugsweise etwa 2 /urn bis 
etwa 20 fuim Starke, welche durch Dispergierung eines weiBen 
oder schwach gefarbten Feinpulvers mit einem Metallglanz 
wie Aluminium in einem hydrophilen Binderpolymeren herge- 
stellt wurde, oder eine porbse metallische Dunnschicht von 
etwa 5 nm bis etwa 100 nra f vorzugsweise etwa 5 nm bis etwa 
50 nm Starke , die ein weifles oder schwach gefarbtes Metall 
wie Aluminium enthalt und zum Durchlassen einer waBrigen 
Fliissigkeitsprobe fahig ist, angewandt werden. 

Alternativ kbnnen die vorstehend geschilderten Pulver 
in die porbse Probeausbreitungsschicht einverleibt werden, 
so dafl dadurch die porbse Probeausbreitungsschicht strahlungs- 
blockierend wird • 


13002 1 /08Q8 


BNSOOCID: <DE 3042857A1J_> 


-f- 


Hinsichtlich der Klebschicht kann eine Schicht mit ei- 
ner Starke von etwa 0,5 /im bis etwa 10 /^un, vorzugsweise 
etwa 0,7 yu m bis etwa 5 />m, welche aus dem gleichen Poly- 
meren wie das als Binder in der Reagenzschicht, Strahlungs- 
blockierungsschicht und dergleichen eingesetzte fur die 
waflrige Probe durchlassige hydrophile Polymere angewandt 
werden. Um die aus dem hydrophilen Polymeren aufgebaute 
Klebstoff schicht an die porose Probeausbreitungsschicht zu 
binden, wird eine hydrophile waftrige Polymerlosung auf die 
Reagenzschicht der Strahlungsblockierungsschicht aufgezogen 
und, wahrend sie mit Wasser oder Wasser mit dem Gehalt ei- 
nes oberf lachenaktiven Mittels nach der Trocknung halbge- 
trocknet ist, wird ein hydrophil gemachtes Tuch mit der Ober 
flache kontaktiert, vorauf ein geeigneter Druck auf die An- 
ordnung zur einheitlichen Verbindung derselben mit der Kleb- 
stoffschicht angewandt wird. 

Bei der quant itativen Analyse einer wafirigen Probe 
unter Anwendung des mehrschichtiges chemischen Analysenma- 
terials gemaB der Erfindung wird haufig die Ref lektionsdicht 
von der Seite des transparenten Tragers gemessen. Infolge- 
dessen wird der Farblack giinstigerweise auf der Seite naher 
der Seite gebildet, von der die Bestimmung erfolgt, als auf 
der Seite der Strahlungsblockierungsschicht, die das Licht 
streut. Insbesondere sind Materialien, worin das Metallsalz 
oder Oxid zur Farblackbildung zusammen mit dem hydrophilen 
Binder vorliegt, als Uberzugsschichten unter der Reagenz- 
schicht, welche Urease und den Vorlaufer des Farblacks ent- 
halt, auBerst vorteilhaft vom Gesichtspunkt der Bestimmung 
der Ref lektionsdichte, da die Ausbildung des Farblacks in 
der diinnen Schicht auf der Seite konzentriert ist, auf der 
die Bestimmung erfolgt. 

Mat rialien mit einem G halt von Ti0 2 * die auf der 
Reagenzschicht als Strahlungsblockierungsschicht aufgezogen 
sind, rfordern nicht, daB das Metalloxid oder -salz zu der 
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Reagenzschicht als Mittel zur Ausbildung des Farblackes zu- 
gesetzt wird t oder daft eine Komponentenschicht aus dem 
Oxid oder Salz ausgebildet wird. In diesem Fall liefert das 
TiOg in der Strahlungsblockierungsschicht oder Lichtref lektie- 
rungsschicht das Metall zur Ausbildung des Farblacks. 

Ausf iihrungsf ormen der mehrschichtigen chemischen Ana- 
lysenmaterialien gemaft der Erfindung fur die Analyse wafiri- 
ger Fliissigkeiten sind nachfolgend unter Bezugnahme auf die 
schematischen Ansichten in den Fig, 1 bis 3 erlautert. 

In der Fig. 1 ist eine einzige Reagenzschicht 21, welche 
einen Farblackvorlauf er , Urease, ein f arblackbildendes Metall- 
salz oder Oxid, welches praktisch die Ureaseaktivitat nicht 
hemmt, und ein in einem hydrophilen Binder dispergiertes Puf- 
ferungsmittel enthalt, auf dem lichtdurchlassigen, wasserun- 
durchlassigen Trager 11 ausgebildet, Eine Strahlungsblockie- 
rungsschicht 41 und eine porbse Probeausbreitungsschicht 31 
sind in dieser Reihenfolge auf der Reagenzschicht 21 hin- 
sichtlich des Tragers 11 ausgebildet. 

Venn ein Bluttropfen auf die Probeausbreitungsschicht in 
der durch A angezeigten Richtung aufgebracht wird, breitet 
sich der Bluttropfen einheitlich etwa in dem gleichen Volumen 
je Einheitsf lache zur Reagenzschicht 21 aus, wo der Harnstoff 
in dem Blut zu Ammoniak durch die Urease zersetzt wird. Das 
in dieser Weise gebildete Ammoniak andert die Farbe des Vor- 
lauf erfarblackes unter Bildung eines Farblackes entsprechend 
der Menge des gebildeten Ammoniaks. Das Ausmafl der Farbung 
des dadurch gebildeten Farblackes wird von der mit B be- 
zeichneten Seite zur Bestimraung des Harnstoffes gemessen. 

Die Fig. 2 und 3 zeigen weitere Ausf iihrungsf ormen, wo- 
bei das Metallsalz oder Oxid zur Farblackbildung, die prak- 
tisch die Ureaseaktivitat nicht hemmen, auf einer unabhangi- 
gen Schicht vorlegen. Die Fig. 2 zeigt eine Ausf iihrungsf orm 
aus einem lichtdurchlassigen, wasserundurchdringlichen Trager 
12, worauf auf einanderf olgend ein Schicht aus einem Metall- 
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salz oder Oxid zur Bildung des Farbstof f lackes 52, eine 
Reagenzschicht 22 mit dem Gehalt eines Farblackvorliiuf ers 
und Urease, eine Strahlungsblockierungsschicht 42 und eine 
porbse Probeausbreitungsschicht 32 ausgebildet sind, wah- 
rend die Fig. 3 eine Ausf iihrungsf orm mit einem lichtdurch- 
lassigen, wasserundurchdringlichen Trager 13 zeigt, worauf 
auf einanderf olgend eine Schicht aus einem f arblackbildenden 
Metallsalz oder Oxid 53, eine Reagenzschicht 23 mit dem Ge- 
halt eines Vorlaufers eines Farbstof f lackes und Urease und 
eine porose Probeausbreitungsschicht 33, die auch als Strah- 
lungsblockierungsschicht wirkt, ausgebildet sind. Wie in 
der Fig. 1 breitet sich in beiden Ausf iihrungsf ormen der auf 
die Probeausbreitungsschicht aus der Richtung A aufgebrachte 
Bluttropfen zu der Reagenzschicht aus, wobei der Harnstoff 
in dem Blut zu Ammoniak durch die Urease zersetzt wird und 
das Au small der Farbausbildung des aus dem Farblackvorlauf er 
geblldeten Farblacks wird aus der Richtung B zur Bestimmung 
von Harnstoff gemessen. 

Erf indungsgemafl wird somit ein mehrschichtiges chemi- 
schen Analysenmaterial fur die Analyse von waflrigen Fliissig- 
keiten vorgeschlagen, welches in einer Ausbildungsf orm 

(a) einen lichtdurchlassigen wasserundurchdring- 
lichen Trager, welcher hierauf auf einanderf olgend 

(b) eine Reagenzschicht und 

(c) eine porose Probeausbreitungsschicht umfafit, vor- 
geschlagen, wobei 

(i) die Reagenzschicht (b) den Vorlaufer des Farbstof f- 
lackes dispergiert in einem hydrophilen Binder 
enthalt , 

(ii) Urease in eine Reagenzschicht (b) oder in eine 

Schicht anstoBend an die Reagenzschicht (b) einver- 
leibt ist und 

(iii) ein Metallsalz oder ein Metalloxid zur Ausbildung 

des M tallackes, welche praktisch di Aktivitat der 
Ureas nicht hemmen, in die Reagenzschicht (b) oder 
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in eine ^ohioht ansto/iend an die Reagenzschicht (b) 
einverleibt sind orier ein Metallsalz Oder ein 
Metalloxid zur Ausbildung eines Farblackes in ei- 
no .Schicht anstoliend an die Reagenzschicht (b) ein- 
verleifct sind, vahrend in einer zweiten Ausbil- 
dungsf Gi'-i& das chemische Analysenmaterial 
((?} <zi~ie swischen der Reagenzschicht (b) und der porb- 

s ,f b7i ?robOi5U3breit'ungsschicht (c) swischengeschichte- 
tezi Streblungsblockierungsschieht enthalt . 

Die Eriiindung r .-;ird naehfolgend im • einzelnen anhand der 
Deispiele srifiuiert, die jedoch die Brfindimg in keiner Wei- 
se begi onsen s 

Fv.lls nichts araderes angegeben ist, sind samtliche Pro— 
zentsatse. TeilsngabejOi^ Verhaltnisse und dergieichen auf das 
Mowicht I'v:-:;ogGr.« S&iriliefoe Starkeangaben sind als Trocken- 

ytarken ■r.:;:>iGC-bc-3ic 


2oC voii ir: 0 n S snl £ihanoI usid 5 ml Wasser gelbstem 
! I iimato.r" r l ^irdeu trop^euvielse su einer Lbsung sugesetzt, 
rile auv. v - Gela^ir-iOn SO Aerosol OT (Beseichnung des ober- 
f.lachen;.:I:colver^ Hitteis Dloctylnatriumsulf osuccinat der Wako 
-unyaku : ".'^o 9 Ltd«} : . 50 rag Binatriumatbylendiamintetraaeetat 
( EDTA • 2; u-TdCl 44 g VJasser aufgebaut ivar 9 zur Herstellung ei- 
ner eirshel'il lobes: Losing sugesetsto 80 rag Urease (Produkt 
tier Toyo StjIiivAtlQ Cg 9 „ Ltd. 9 spesifische Aktivitat 6 Ein- 
lioiten/Y.-'^) '-furdeES hloT&u sugegebesi und die erhaltene Ober— 
zugslosus::? vrarde auf Gdneia ISO'/JLia dickero, farblosen, trans- 
parente:] Polyathylenterephthalatf iira (PET) su einer Trocken- 
starke vg~ etv;a 7 ^.ss sar Ausbildung der Reagenzschicht aufge- 
zog n. 
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Dann wurde eine aus Titandioxid, Gelatine, oberflachen- 
aktivem Mittel (Aerosol OT) und Wasser (Gewichtsverhaltnis 
34 : 13,4 : 0,18 : 240) auf der Reagenzschicht zu einer Star- 
ke von 8 jll m ausgebildet. AnschliefJend wurde eine Gelatine- 
schicht zu einer Starke von etwa 3 jjcm hierauf als Haftungs- 
schicht ausgebildet und noch im nassen Zustand auf ein brei- 
tes Baumwolltuch (Produkt der Toyo Spinning Co., Ltd., 
100 % Baumwolle, 100 Paare) gepreBt, das liydrophiil rait 0,2 % 
Nonion IIS 210 (Bezeichnung eines Polyoxyathylennonylphenoxy- 
athers der Nippon Oils & Fats Co., Ltd.) gemacht worden war, 
zur Herstellung eines mehrschichtigen chemischen Analysen- 
blattes gepreBt. 

Standard-Blutharnstoff-Stickstoff-Losungen (BUN) , wel- 
che durch Einstellung des pH-Werts von 7 %-igen Albuminlo- 
sungen mit einem Gehalt bestitnmter Mengen an Harnstoff auf 
7,4 mit einer Phosphatpuf f erlosung hergestellt worden waren, 
wurden auf das vorstehend beschriebene Blatt in einer Menge 
von 10 jU,l je Losung aufgetropft. Nach 10 Min. bei 30°C wur- 
de die optische Ref lektionsdichte im Mittelteil unter Anwen- 
dung eines Macbeth-Ref lektionsdensitometers RD514 (maximale 
Durchlassigkeitswellenlange 600 nm) gemessen. 

Die optischen Ref lektionsdichten gegeniiber verschiedenen 
BUN-Konzentrationen sind in der nachf olgenden Tabelle I auf- 
gef iihrt . 

Tabelle I 
BUN-Konzentration (mg/dl) 

5 10 15 20 25 40 50 75 100 
°Dichte e 0,30 °' 38 0,48 0,58 0,67 0,96 1,19 1,55 1,70 
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Deispiel 2 

250 mg eines in einer Losung aus einem Gemisch von 0,25 ml 

Athanol und 0,24 ml C 11 II 2 3 C0N ^ C 2 II 5^2 S el ° sten Hamatoxylins 
wurden zu einer wafirigen Losung (11,5 ml), welche 1 g Gela- 
tine, 50 mg eines oberf lachenaktiven Mittels (Aerosol OT), 
100 mg Urease und 50 mg EDTA-2Na enthielt, zugesetzt und nach 
der Emulgierung und Dispergierung unter Anwendung eines Ultra- 
schallemulgators NS 250 der Hino Seiki K,K. wurde die Masse 
auf einen 180 \xm dicken farblosen transparenten Polyathylen- 
terephthalatf ilm zu einer Trockenstarke von etwa 7 ^tm aufge- 
zogen. Anschliefiend wurde eine Titandioxidschicht , eine Haft- 
schicht und eine Probeausbreitungsschicht in dieser Reihen- 
folge auf der vorstehend angegebenen Schicht in der gleichen 
Weise wie in Beispiel 1 ausgebildet, so dafi ein mehrschichti- 
ger chemischer Analysenbogen erhalten wurde, 

Deispiel 5 

80 mg Urease wurden zu 14 g einer waflrigen Losung mit 
dem Gehalt von 1 g Gelatine, 50 mg oberf lachenaktivem Mittel 
(Aerosol OT), 50 mg EDTA • 2Na und 50 mg Eisen-Natriumathylen- 
diamintetraacetat ( EDTA • Fe( III) • Na ) zugesetzt. Dann wurden 
250 mg Hamatoxylin in 0,5 ml Athanol hierzu zugegeben und die 
erhaltene Losung auf einen 180 yu_m dicken farblosen transpa- 
renten Polyathylenterephthalatf ilm (PET) zu einer Trocken- 
starke von etwa 7 jucm aufgezogen. Nach der Trocknung wurden 
dieselben Oberzugsverf ahren wie in Beispiel \ durchgef iihrt , 
so dafl ein mehrschichtiges chemisches Analysenblatt erhalten 
wurde* 


Deispiel 4 

Unter Anwendung der in Beispiel 3 beschriebenen Ver- 
f ahren wurde eine 150 /JL>m dicke Schicht (Micro Filt r FM500 
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der Fuji Photo Film Co., L.d.) .inter feuehlv:^ BciUngu;:gen 
zur Ausbildung einer pcroson Prebeausbreitungsschicht auf- 
geprelJt. Dadurch vurde ein siehr^ehichtiges chcmische;? Ana- 
lysenblatt hergestellt > 

Beispiel 5 

Eine waflrige Losung n:i~; Gehali vcr; 20 g G'rritv.ine* 

0,1 g eines oberl'la£henakt3//Oi2 I-ittels (/iorosol OTj v::^ 0,^ g 
EDTA-Fe(III)*Na wurde auf e::^.^ '80 juie dicken farblcasn ii an, 
parenten Polyathylent erepntjn: _i: :f ilm (PET) su einer 7:; ocke: - 
starke von etva T /jum zur iiilav.rjg einer erst 211 Schielvi aufc^- 
zogen. Dann vurcie eine Losuiig rus 1 g Gelatine, G 9 G5 2 
EDTA-2Na, 0,08 g "Jreaf^, C , A£c 3 HHaistoixyli::. 0,5 g lit ha no.:, 
und 10,5 g Wasser ~uf u:\e *r=3->? Schicbt einer Troc-:enstMr« 
ke von etva 12 j:, zur ^iner svjsitsn Sclii r-bi sufge- 

zogen , Eine Tita i oxi -chlei: 7oii 5 / t^ Starke m:d ^ine 
Haf tungsschicht \ :n 3 ^,rii :-?--.Mrt:3 vurcie auf einandcrf vl&end 
auf der zweiten ^ hichi. in :"^r ^lei^besi beise v:ic- ir. D^isrio: 
1 ausgebildet die ^lelc-ir- .b^t ei^es breiten Bru?n^oll- 

tuches vie in Beispiel w::-^ vjeiisrhii: .iierauf sur- 511 flu;:, s 
eines mehrschicbtigen -"he^iseh^va Ana ly s 3*20 I a 1 1 e s ausg^bil-v- t r 

10 julI eines frirc-i I: ep ?. r .1 ■: i s i er i en Blstes wurC-s:: auf 
ein Stiick des deb-ri erli^ Iter. 3-1 ::;ehrschichtigen chenil3C;hez2 
lysenblattes auf c>tr crTt ui-c? rh tier I^kubierung hez 30°v- 
wahrend 10 Min. vurde ^i^ optische lief l^ktionsdicbts in cla- 
gleichen Weise vie in B^inpiel 1 gemessen und zu 0 9 4£ be- 
st immt. 

Getrennt warden iO /a 1 Eiutplasma % uelche durch Sentri- 
fugierung des vorstehend angegsbenen heparinisierten Slutes 
erhalten worden varen, auf dss gleiche Versuchsstilek aufge« 
tropft und die optische Ref lelroionsdichte vurde i:; fior gle: - 
chen Weise vie in Beispiel 1 nach einer Inkubieru^g ^ahreiKl 
10 Min. gemessen und sie betru.? 0,46, 
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Beispiel 6 

Auf einen mit einem Gelatineunteriiberzug iiberzogenen 
180 m dicken farblosen transparenten Polyathylenterephthalat- 
film (PET) wurde eine Uberzugsiosung aus 1 g Gelatine, 400 mg 
EDTA- Fe( III) *Na und 10 ml Wasser zu einer Trockenstarke von 

2 fj,m zur Bildung einer ersten Schicht aufgczogen. Dann wurde 
eine durch Auflosung von 1 g Gelatine, 50 mg eines oberflachen- 
aktiven Mitt els (Aerosol 0T) f 250 mg EDTA - 2Na , 110 mg EDTA • 4Na 
und 63 mg Hamatoxylin in 10 ml Wasser hergestellte Uberzugs- 
iosung auf die erste Schicht zu einer Trockenstarke von 10 yucm 
zur Bildung einer zweiten Schicht aufgezogen, Ferner wurden 

80 mg Urease (Produkt der Toyo Spinning Co. f Ltd. f spezifi- 
sche Aktivitat 6 Einheiten/mg) zu einer Uberzugsiosung zuge- 
setzt, die aus Ti0 2 , Gelatine, oberf lachenaktivem Mittel 
(Aerosol OT) und Wasser aufgebaut war (Gewichtsverhaltnis 
34 : 13,4 : 0,18 : 240) und auf die zweite Schicht zu einer 
Trockenstarke von 8 juum aufgezogen. Dann wurde eine Klebstoff- 
schicht aus einer Gelatineschicht mit einer Trockenstarke von 

3 jLL.m darauf ausgebildet, worauf darauf eine Probeausbreitungs- 
schicht ausgebildet wurde, die aus einem breiten Tuch (100 
Paare) aufgebaut war, welches hydrophil in der gleichen Wei- 

se wie in Beispiel 1 gemacht worden war, so daft das mehr- 
schichtige chemische Analysenblatt vervollstandigt wurde. 

Beispiel 7 

Ein raehrschichtiges chemisches Analysenblatt wurde in 
der gleichen Veise wie in Beispiel 1 hergestellt, wobei je— 
doch ein durch Verweben eines Mischgarnes aus Baumwollgarn 
mit einer Zahlung von 60 und einer Polyesterf aser (PET) 
(Baumwollefraktion 35 Polyesterfraktion 65 #) anstelle des 
breiten Bauntwolltuches verwendet wurde. Unter Anwendung des 
in di ser Weis hergest llten m hrschichtigen ch misch n Ana- 
lysenblattes wurde d rs lb T st wi in B ispi 1 1 ausg - 
fiihrt, w b i di gleich n Erg bnlss wi in B ispi 1 1 r- 
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halten wurden. 

,pie Er f in.dung wur.de',. "vorsteiiend" aniiap^yfeevbrzupt er Aus- 
fiihrungsf o.rmen beschriebcn, Jphne. dafl/die Erfindung hierauf 

.begr.enz.t is't... . . . ; f -,. ,. - .... 
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